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EXEMPLES D’ETUDES D’ORGANISMES PARASITES
DES RACINES DANS DES CULTURES DE RACINES
TRANSFORMEES PAR AGROBACTERIUM RHIZOGENES

par Jacques MUGNIER*

RESUME — Des racines transformées par Agrobacterium rhizogenes sont inocculdes avec
des organismes parasites des racines. Les réponses tactiques et tropiques et les modes de
colonisation des parasites sont étudiés.

SUMMARY — Roots transformed by Agrobacterium rhizogenes were inoculated with soil-
borne parasites, Taxic and tropic responses and infection developed by the parasites were
analysed.

MOTS CLES : racines transformées, Agrobacterium rhizogenes, parasites des racines.

LES RACINES DU HAIRY-ROOT

Le terme de «hairy-root» {chevelu racinaire) apparait dans la littérature dés
le début du siécle (HILDERBRAND, 1934) pour désigner le dévcloppement de
masses de racines 2 la base des troncs de pommicr. Le syndrome du hairy-root
est causé par une bactérde du sol, Agrobacterium thizogenes Riker, laquelle est
capable d’infecter un grand nombre de dicotylédones (DE CLEENE & DE LEY,
1981). Le hairy-root est analogue sur de nombreux points avec la maladie du
«crown-gally causée par Agrobacterium tumefaciens (Sm. & Town.) Conn. Dans
les deux cas, les bactéries possédent un grand plasmide (le «root-inducingy
plasmide chez A. rhizogenes) dont un segment, le T-DNA (ADN transféré),
est intégré dans le génome des cellules de la plante infectée {CHILTON & al.,
1982). Les cellules qui ont requ le T-DNA se différencient en méristémes raci-
naires (Fig.1, 2) et les racines induites peuvent se développer indéfiniment dans
des milicux nutritifs stériles, sans I'addition d’hormones de croissance (TEP-
FER & TEMPE, 1981), Ce phénoméne, bien quimparfaitement ¢lucidé, est da
A la présence d’auxines endogénes, et d'autres précursenrs d’hormones, issus
du produit de l'activité des génes du T-DNA (WHITE & al., 1985).
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234 J. MUGNIER

Figures 1-2 — Sympt&me du hairy sur les disques de racines de navet {1) et de panais (2}
inoculés avec Agrobacterium rhizogemes {(photo de ARK & THOMPSON, 1961; avec
la permission de la Société Américaine de Phytopathelogie}.

Figures 1-2 — Hairy roots emerged from turnip (1) and parsnip {2) root disks inoculated
with Agrobacterium rhizogenes (photo by ARK & THOMPSON, 1961; with the permis-
sion of the American Phytopathological Society).

Figure 3 — Racines transformées d’arachide (Arachis hypogaea L.} cultivées dans le miljeu
liquide de Murashige & Skoog (boite de Pétri de 14 cm et 15 jours d’incubation).

Figure 3 — Transformed roots of peanuts (Arachis hypogaea L.} in the Murashige & Skoog
liquid medium (Petri dish, 14 ¢m in diam., 15 days}.
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Les racines cultivées dans le milieu M & S de MURASHIGE & SKQOG (1962)
possédent les mémes caractéristiques morphologiques que celles de racines
normales, Elles ont des morphotypes trés précis, du type a fines racines et nom-
breux poils absorbants, au type a grosses racines (MUGNIER, 1988a; Fig. 3).

De nombreux phénoménes physiologiques qui caractérisent des racines
normales sont retrouvés dans les racines du hairy-root, comme la producticn
d’alcalaides (HAMILL & al,, 1987; FLORES & al., 1987) ou de pelyacétylénes
(thiophénes) impliqués dans les réactions d’élicitation (FLORES, 1987; FLO-
RES & al., 1988).

LES CULTURES BICOMPARTIMENTEES

Les essais d’infection des racines transformées sont réalisés dans des boites
de Pétri bicompartimentées ot le parasite n’est pas nourri par le milieu de cul-
ture des racines. Le systeme, illustré 4 la figure 4, est compos¢ d’un comparti-
ment a4 contenant le milieu M & § gélosé, et d’un compartiment b contenant
de I'eau gélosée ou non. Les racines placées sur le milieu nutditif poussent par
dessus la barridre séparant les deux compartiments et dans le compartiment b
ot les inoculums de parasites sont placés.

L'étude des associations est différente selon la nature des parasites; il peut
s'agir d'un parasite obligatoire qui n'a jamais été cultivé av laboratoire sur milieu
synthétique (Plasmodiophorales, mycorhizes a arbuscules et & vésicules) ou d'un
parasite cultivé an laboratoire, comme par exemple Pythium ou Rhizoc tonia,

Figure 4 — Racines transformées de tomate {Lycopersicon esculentum Mill.) dans une boite
de Pétri bicompartimentde {$ cm) aprés 6 jours d’incubation, Le compartiment a con-
tient le milleu gélosé de Murashige & Skoog, et le compartiment b de 'eay gélosée.

Figure 4 — Six days growth of transformed roots of tomato (Lycopersicon esculentum haill. }
in 2 9 cm Petri dish. Compartment a contains the Murashige & Skoog agar medium,
compartment b contains water agar.

Figure 5 — Agrégation de zoospores de Pythium aphanidermatum {Edson) Fitzp au niveau
d'une blessure faite sur une racine transformée de muflier {Anthirthinum majus L.),
10 secondes aprés la blessure {Echelle = 0,2 mm),

Figure 5 — Masses of encysted zoospores of Pythium aphanidermatum (Edson] Fitzp at a
wounding site of a transformed root of snapdragon (Antirchinum majus L.), 10 seconds
after the wounding (Scale = 0.2 mmj.

Figures 6.7 — Infection d'une racine transformée de moucarde (Brassica hirta Moench) pat
Rhizoctonia solani groupe d'anastomose 2-1, 6. Développement des hyphes sur la surface
de la racine. 7. Pénétration intercellulaire d'un hyphe {Echelle = 10 tm).

Figures 6-7 — Infection of a transformed root of mustard (Brassica hirta Moench) by Rhi-
Zoctonia solanf anastomosis group 2-1. &, Hyphal growth on the root surface. 7. Hyphal
Penetration in a cell lumen {Scale = 10 tm).
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LES PARASITES OBLIGATOIRES

La culiure associde de champignons parasites obligatoires et aussi Iélevage
de nématodes endoparasites sont présentés.

Les Plasmodiophorales

Les cycles de développement de Plasmodiophora brassicae Woron., I'agent de
la hernie des Cruciféres, et de Polymyxa betae Keskin, associé 4 la rhizomanie de
la betterave & sucre. ne sont qu'imparfaitement connus, mais certains stades tels
que les cystosores de P. betae sont facilement reconnaissables.

Les cystosores ont été observés dans les tissus de racines transformées de
betteraves inoculées par P. betae (MUGNIER, 1987; YACQUB. 1987).

Les champignons mycorhiziens 3 arbuscules et & vésicules

Ces champignons. plus généralement qualifiés de symbiotes obligatoires, sont
capables de mycorhizer les racines transformées (MUGNIER & MOSSE, 1987;
BECARD & FORTIN, 1988).

Les nématodes endoparasites

PAUL & al. {1988) réussissent I'élevage d'Heterodera schachtii Schmidt dans
des cultures de racines transformées de betterave a sucre et MUGNIERY {comm.
pers.) celui de Meloidogyne spp. et de Globodera spp. dans des cultures de ra-
cines transformées de leurs hétes respectifs. Des expériences similaires ont été
effectuces avec H. schachtii et M. incognita dans des cultures de racines trans-
formées (MUGNIER, 1988b).

LES AGENTS DES NECROSES RACINAIRES ET DES FONTES DE SEMIS

Les espéces de champignons pathogencs les plus fréquemment isolées des
racines ou des collets de plantes malades, et cultivées sur des milieux nutritifs,
appartiennent aux genres Fusarium, Pythium et Rhizoctonia.

Pythium et autres Pythiaceae produisant des zoospores

Les zoosporcs de Pythium et aussi d’Aphanomyces et de Phytophthora,
inoculées & des racines transformées de leurs hétes répondent a un stimulus
chématactique émis par la racine transformée. Elles nagent vers les zones d’exu-
dation situées au niveau de la zone d’élongation derriére apex et de la zone ot
émerge une racine latérale, s’y accumulent puis s'y enkystent. La réponse chémo-
ractique est aussi obtenue par une blessure faitc sur la racine (Fig. 5). Un tube
germinatif émerge de la zoospore enkystée ct forme sur 'épiderme de la racine
un appressorium par lequel le champignon péncere a Pintérieur des tissus.

Fusarium oxysporum

Les tests d’infection de racines transformées par des Pusarium oxysporumt,
agents des vascularioses, ont été réalisés avec des racines de Dianthus caryophyl-
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lus L., Lycopersicon esculentum Mill.,, Cucumnis sativus L., Tagetes erecta L.,
Linum grandiflorum Desf. inoculdes respectivement avec les formes spéciales de
F. oxysporum, dianthi, lycopersici, melonis, callistephi et lini. Dans tous les cas,
aucun tube germinatif ou hyphe des différentes formes spéciales n’a infecté
un poil absorbant ou Iépiderme des racines, et par conséquent les tissus vascu-
laires. La raison de la résistance des racines transformées & F. oxysporum n’est
pds connue,

Rbizoctonia solani

L'espéce regroupe treize formes intraspécifiques, classées selon leur groupe
d’anastomose (AG), leur spéeificité d’hste ct la morphologie des cultures {0GO-
SHI, 1987). La forme parfaite (Thanathephorus cucumeris Frank} est obtenue
au laboratoire (MUGNIER & CAMPOROTA, 1988).

Les différentes formes intraspécifiques, et aussi des cultures issues de basi-
diospores, ont été inoculées & des racines transformées de leurs hétes respectifs.
Par exemple, des isolats AG 2-1 ont été inoculés 3 des racines de Cruciféres,
AG 2-2 4 des racines de betterave, AG 3 a des racines de pomme de terre, AGs
I et 4 a différentes espéces de racines transformdes, Le processus de "infection
des racines est celui observé dans des infections naturelles, ct est composé par
les phases suivantes :

1. croissance végétative du mycélium,

2. développement d’hyphes 4 la surface de la racine (Fig. 6).

3. formation d’appressoria simples ou lobés, et éventuellement de coussinets

d'infection,

4. pénétration intercellulaire {Fig. 7),

5. colonisation inter- et intra cellulaire des rissus,

Toutes ces phases sont observées pour les cultures hétérokaryotiques et les
cultures dérivées de basidiospores quand elles sont assocides & une racine-héte
réceptive. Par contre, quand R. solani est inoculé 3 des racines non hétes, le
processus de I'infection est arrété a une des phases pré-infectives 1 ou 2.

Ces quelques exemples montrent que les cultures de racines transformées
permettent d’étudier, dans des boites de Pétri, le développement d'infections
réussies par des parasites du sol. Elles offrent aussi la possibilité d'érudier d'au-
tres aspects physiologiques et nutritionels des systémes racinaires. afin d’appor-

ter des réponses aux problémes qui leur sont poses dans le sol,
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